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Introduccion

La Amikacina es un aminoglucdsido usado para el tratamiento
de infecciones hospitalarias severas causadas por bacterias Gram-
negativas resistentes a maltiples farmacos y de gran importancia
clinica debido a su patrén de toxicidad y a su estrecha ventana
terapéutical. La Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion
(HPLC) ha sido el método de eleccion parala cuantificacion de
diferentes farmacos. La Amikacina, altamente polar, sin
cromoforos paraabsorcion UV o grupos fluorescentes, requiere de
técnicas més sensibles parasu cuantificacion en distintas matrices
bioldgicas®. La HPLC acoplada a Espectrometriade Masas-M asas
(HPLC-MS/MS) ha permitido aumentar la sensibilidad de las
técnicas Cromatogréficas y la Extraccion en Fase Sélida mejora el
aislamiento, purificacion y concentracion de analitos como
nuestro farmaco de interés®. En la SPE las sustancias ionicas
basicas pueden retenerse en columnas intercambiadoras de
cationes, si se encuentran en su forma ionizada, es decir, el pH del
medio es dos unidades menor que el valor del pKade la base. La
extraccion se consigue incrementando el valor del pH del la
solucion de elucion porencima del pKa, aumentando asi la fuerza
ionica®.

Parte experimental

Se establecieron las condiciones Cromatograficas y de
Espectrometria de Masas-Masas para la determinacion de
Amikacina en plasma humano, usando como estandar interno
Kanamicina B. Se desarrollé6 un método de SPE, para el cual se
utilizaron cartuchos de intercambio cationico y una estacion de
vacio de 24 posiciones utilizando 5 mm Hg de vacio. Se evalué:
acondicionamiento, equilibrio, carga de muestra, lavado y elucion,
por duplicado distintos sistemas de matriz enriquecida, a una
concentracion de 2y 20 pg de Amikacina y 2 pg de Kanamicina
B. Se selecciond el sistema con mayor porcentaje de recuperacion
del analito en matriz bioldgica comparada con su respuesta en
solucion (Figura 1), asi como la mejor respuestadel analito en su
analisis por HPLC-M S/MS.
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Figura 1. Sistema de SPE seleccionado para Amikacina y
Kanamicina B en plasma humano.

Resultados y discusion

Las condiciones Espectrométricas obtenidas fueron: Monitoreo
de Reacciéon M dltiple con lonizacion por Electrospray (ESI*), las
transiciones monitoreadas fueron 586.3, 425.2, 264.3, 163 y
484.3, 324.2, 205.1 m/z, para Amikacina y Kanamicina B,
respectivamente. Con una energia de colisién de 35y 30 V.

Las condiciones cromatograficas obtenidas fueron: columna
Luna NHs, 3 um, 100 A° 50 x 4.6 mm, Fase movil A: agua al
0.2% de &cido férmico, Fase moévil B: Acetonitrilo al 0.2% de
acido férmico, volumen de inyeccién de 5 L, temperaturaen la
columna 40 °C, flujo de 800 pL/min, elucién isocratica al 10% de
Fase movil B.

Para HPLC, las moléculas exhiben una mejor respuesta a una
mayor proporcién de Fase movil acuosa acidificada. La columna
cromatografica seleccionada tiene grupos amino unidos a la
superficie de la silice que sirven como intercambiadores de
aniones débiles, teniendo selectividad polar en condiciones de fase
reversa. En la SPE, la separacion de ciertos componentes de una
muestra se realiza mediante su distribucion en dos fases: una
estacionaria y otra movil. En nuestro andlisis por SPE se
selecciond el cartucho en funcién de las caracteristicas de las
moléculas, tomando en cuenta la solubilidad (log P de Amikacina
-7.4), polaridad, capacidad de ionizacién (pKade Amikacina 9.7),
yaque de la seleccion del absorbente (intercambiador cationico),
asi como el pH de la muestra (7.8), solvente y pH de elucién
(11.73), dependieron los porcentajes de recuperacion del analito.

Conclusiones

Se desarroll6 un método selectivo como tratamiento de muestra
previo a su andlisis por HPLC-M S/MSS, para la identificacion y
cuantificacion de Amikacina, usando como estandar interno
Kanamicina B.
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